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(1) GOT-1 遺伝子 
近年まで、両生類の性決定機構に関する研究は、哺乳類と比較すると非常に遅れて







buergeri)では、性染色体(第 7 染色体)末端付近に AAT-1 (Aspartate amino 
transaminase -1)遺伝子が存在し、性連鎖していることが明らかとなった(図 1) [2,47]。 





おいても GOT-1 は性染色体上に存在し、性連鎖していると推測した。 
 

























から、多くの哺乳類のY染色体上に存在するSRY (sex determining region Y)[7,18,35, 
44]や、メダカ(Oryzias latipes)のY染色体上に存在するDMY (Y-specific DM-domain 
gene)[21]、ニワトリ(Gallus gallus)のZ染色体上に存在するDMRT1 (doublesex and 
mab-3 related transcription factor1)[49,50]が性決定遺伝子として報告されている。
加えて、両生類においても、アフリカツメガエル(Xenopus laevis)において、W染色体








































 本研究では、実験動物としてツチガエル(Rana rugosa)を用いた。 
 ツチガエルは、日本・朝鮮半島・中国・ロシアに分布するアカガエル科のカエルで
ある。成体の体長は 5 cm 程度であり、体色は灰褐色、体表面は多数のイボとしわで覆
われている(図 3)。このカエルは平野や山地の河川、渓流、沼の水辺に生息し、5 月か










を解析する上で非常に有効である。一方、ZZ/ZW 型ツチガエルでは、既に AAT 遺伝
子(ADP/ATP translocase)による雌雄判別法が確立されている[36]。これは、Z 及び W









ツチガエルは 5 月から 8 月にかけて、新潟県小千谷市周辺で採集した。採集した成



















AAT 遺伝子による雌雄判別法は Sakisaka et al.[36]に従って行った。 
方法として、まず、各個体の尾部を 5mm 程度切り取り、0.1N NaOH に入れた。そ




を依頼した)にて設計した AAT 遺伝子(AAT-Z : AB008462、AAT-W : AB008458)を特
異的に増幅するプライマー (Forward 5’-CCTTGTGCTTCGTTTACCCACT-3’ 及び
Reverse 5’-AGTTCACCCACCTTTAGCTG-3’)を用いて PCR を行った。PCR は、DNA
を 95℃で 5 分間変性させた後、95℃ 30 秒、65℃ 30 秒、72℃ 1 分を 35 サイクル行
った。PCR 産物は制限酵素 Sau3AⅠ(TaKaRa)を用いて 37℃で一晩処理をした。この
産物を 4.5% ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、230 bp にのみバンドが見られる












   図 1 カジカガエル性染色体における AAT-1 遺伝子の局在の模式図[47] 
   カジカガエルの広島集団及び青森集団の遺伝学的な研究により、性染色体 
   (第 7 染色体)末端付近に AAT-1 (GOT-1)遺伝子が存在し、性連鎖している 














図 2 ステロイド合成経路 



















図 3 ツチガエル(Rana rugosa) 





















図 5 St.25～St.Ⅴにおけるツチガエル生殖腺[33] 
  各発生段階の生殖腺を Bouin 液で固定後、パラフィンに包埋し、6μm に
薄切してヘマトキシリン-エオシンで染色した。 












図 6 ZZ/ZW 型ツチガエルの AAT 遺伝子による雌雄判別法の概略[36] 















第 2 章 






























(1)ツチガエル GOT-1  cDNA の単離 
 ツチガエル GOT-1 cDNA の塩基配列を決定するために、既に単離されている
H.sapiens (Gen Bank Accession No. M37400)、G.gallus (NM_205321)、X.laevis 
(BC045269)の GOT-1 cDNA の塩基配列を参考にプライマーを設計し、部分断片の単
離を試みた。その後、得られた配列を基に 5’末端側及び 3’末端側未知領域の塩基配列
を決定するため RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)法を行った。 
方法は、Iwade et al.[14]に従った。まず、ツチガエル成体の精巣を摘出し、ISOGEN 
(NIPPON GENE)にて全RNAを抽出した。その後、得られた全RNAをDNaseⅠ 
(Invitrogen)で消化し、SuperScriptTMⅢ Reverse Transcriptase (Invitrogen)により
逆転写反応を行った。逆転写反応用のプライマーとして、部分断片の単離にはoligo dT
プライマー (5’-TTTTTTTTTTTTTTTT-3’) を、 5’-RACE には SP1 プライマー (5’- 
TCTGTTCCTGTAGGATTGT-3’)を、3’-RACEにはoligo dT anchor Ⅰプライマー
(5’-CGTCTAGAGGTACCGGATCCAACATTTTTTTTTTTTTTTTV-3’)を用いた。 
 クローニングには、逆転写反応により得られたcDNAを用いてPCRを行った。PCR
は、他種の GOT-1 cDNA 配列から作製したプライマー (Forward 5’-CCTTG 
TGCTTCGTTTACCCACT-3’及びReverse 5’-AGTTCACCCACCTTTAGCTG-3’)を用















DNAを用い、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequence Kit (Applied Biosystems)に
よるシークエンス反応を行った。プライマーはコロニーPCRの際と同様のForward、
若しくはReverseを用いた。反応産物は3100-Avant Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems)にて解析した。 
5’-RACE法[14]は、逆転写反応産物をHigh Pure PCR Product Purification Kit 
(Roche Diagnostics) に よ り 精 製 し 、 Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 
(TOYOBO)を用いてcDNA 3’末端へのポリdC付加反応を行った。この反応産物を1st 
PCRに用いた。1st PCRは、SP2プライマー(5’-CAAATCTTCCAACAGCCCCTTC-3’)
及びoligo dG anchorⅡプライマー(5’-GACCACGCGTATGGATGTAGGAAAGGGGG 
GGGGGGGGV-3’)を用い、DNAを95℃で4分間変性させた後、95℃ 30秒、65℃ 30
秒、72℃ 2分を30サイクル行った。1st PCR産物は100倍希釈し、2nd PCRに用いた。
2nd PCRはSP3プライマー (5’-AGGAGGGAGAGGAGATGTAGATGG-3’)及びanchor 
Ⅱ プライマー(5’-GACCACGCGTATGGATGTAGGAAA-3’)を用い、DNAを95℃で4







を95℃で4分間変性させた後、94℃ 30秒、65℃ 30秒、72℃ 2分を35サイクルで行っ
た。増幅産物は上記と同様にしてpCR2.1ベクターに挿入し、塩基配列を決定した。 
 
(2)RT-PCR 法による成体各組織における発現解析  
ツチガエル成体を解剖し、各組織を摘出した後、第 2 章 2.(1)と同様の方法により
RNA 抽出、oligo dT プライマーを用いた逆転写反応を行った。そして、逆転写反応に
より得られた cDNA を PCR による解析に用いた。PCR は、GOT-1 及び 18S rRNA 
(AB272610)を特異的に増幅するプライマー(GOT-1, Forward 5’-AAGAGTTGGAA 
ACTTGACTGTTGTGG-3’及び Reverse 5’-CCGGGGTGGTGAGAGTGGT-3’)、(18S 
rRNA, Forward 5’-GCCTGAGAAACGGCTACCACATC-3’及び Reverse 5’-GCCGGT 
CCAAGAATTTCACCTC-3’)を用い、DNA を 95℃で 4 分間変性させた後、95℃ 30
秒、65℃ 30 秒、72℃ 1 分を GOT-1 は 30 サイクル、18S rRNA は 15 サイクル行っ
た。それぞれの増幅産物は 1% アガロースゲルで電気泳動後 SYBR GreenⅠ 
(CAMBREX)で染色し、LAS-3000 (FUJUFILM)により解析した。 
 












5’-GGTGGTACAGGAGCTCTACGCATT-3’ 及 び Reverse 5’-AGGAGGGAGAGGAG 
ATGTAGATGG-3’)を用いてPCRを行った。PCRはライブラリー希釈液を95℃で9分間



























(5)FISH 法による GOT-1 遺伝子のマッピング解析  
FISH 法[54]は名古屋大学 松田洋一先生との共同研究により行った。 
染色体標本の作製方法として、まず、ツチガエル雄及び雌成体より各組織を摘出し、
10% fetal bovine serum、0.026M HEPES buffer solution (Invitrogen-GIBCO)、
kanamycin 100μg/ml、1% antibiotic-antimycotic、amphotericin B (Invitrogen- 
GIBCO) 2.5μg/ml を含む 50% Leibovitz’s L-15 medium (Invitrogen-GIBCO)内で
24℃で 10～14 日間培養した。その後 0.5% Tripsin 処理し、固定した。 
プローブの作製[33]には、第2章2.(1)の逆転写反応により得られたツチガエル精巣
cDNAを鋳型として、GOT-1 cDNAを特異的に増幅するプライマー(Forward 5’-CCGG 
TCAGTGATCAGCATGG-3’ 及 び Reverse 5’-TTGTTCCATTAAAGCCATGGTGAG 
-3’)を用いてPCRを行った。PCRは、DNAを95℃で4分間変性させた後、95℃ 30秒、
65℃ 30秒、72℃ 1分を40サイクル行った。増幅産物は第2章2.(1)と同様にpCR2.1ベ
クターに挿入した。これを、nick translation kit (Roche Diagnostics)を用いたbiotin- 
16-dUTP (Roche Diagnostics)によるラベリング反応の鋳型とした。作製されたプロー
ブはエタノール沈殿により精製し、ハイブリダイゼーションに用いた。そして、FITC- 
avidin (Vector Laboratories)で処理し、Alexa Fluor 488 rabbit anti-goat IgG (H+L) 
conjugate (Molecular Probes)を用いて染色した後、Nikon filter sets B-2A and 




(6) FISH 法による GOT-1 遺伝子近傍配列のマッピング解析 
第 2 章 2.(3)により得られた GOT-1 遺伝子を含むゲノム DNA クローンをプローブ
とし、第 2 章 2.(5)と同様に FISH 解析を行った。さらに詳細な解析を行うため、ゲノ
ム DNA クローンを鋳型とした PCR(断片①～④と⑧及び Frag A、B)または制限酵素
処理(断片⑤～⑦)により、より小さな DNA 断片を作製した(図 15)。PCR による断片
作製には各々の DNA 配列から作製した特異的なプライマー(表 3)を用いた。増幅産物
は第 2 章 2.(1)と同様の方法でクローニングを行った。制限酵素処理による断片作製で
は、まず GOT-1 遺伝子を含むゲノム DNA クローンを制限酵素 HindⅢ (TaKaRa)に
より 37℃で一晩処理した。その後、反応産物を 1% アガロースゲルで電気泳動し、エ
チジウムブロマイドにより染色した。ゲルから目的の長さのバンドを切り出し、DNA
を抽出した後、Ligation high により pUC19 ベクターに挿入した。反応産物は第 2 章
2.(1)と同様にクローニング及び塩基配列の解析を行った。コロニーダイレクト PCR 
[46]には、pUC19 ベクターの塩基配列より作製したプライマー(Forward 5’-CTGCA 
AGGCGATTAAGTTGGGTAA-3’及び Reverse  5’-GCTCGTATGTTGTGTGGAATT 
GTGAG-3’)を用いた。シークエンス反応においても同様のプライマー(Forward 若しく













(1)ツチガエル GOT-1 cDNA の単離 
ツチガエルGOT-1 cDNAを単離するため、まず、他の動物で既に報告されている
GOT-1 cDNA配列を参考にプライマーを作製し、Iwade et al.[14]の方法により、ツチ
ガエルGOT-1 cDNAの断片単離を試みた。その結果、塩基配列922 bpの単離に成功し
た。次に、この塩基配列を基に、RACE法[14]によりツチガエルGOT-1 cDNA全長の




















































(6)FISH 法による GOT-1 遺伝子近傍配列のマッピング解析 
GOT-1 cDNA をプローブとしたマッピング解析と同時に、第 2 章 3.(3)により得られ
た Clone B をプローブとした FISH 解析を行った。その結果、GOT-1 cDNA をプロー
ブとした解析とは異なる領域にシグナルが見られた(図 14)。そこで、シグナルを生じ





























 しかしながら、GOT-1 遺伝子の近接領域を含む DNA クローンである Clone B を用
いて FISH 解析を行ったところ、GOT-1 cDNA をプローブとした時とは明らかに異な
る興味深いシグナルパターンを検出した。GOT-1 cDNA を用いた FISH 解析では、第
9 染色体上にただ 1 つのシグナルが存在していたため、Clone B によるシグナルは
GOT-1 遺伝子の重複、転座に起因するものではないと考えた。そこで、Clone B を断
片化し、シグナルを生じさせている領域を調べた結果、反復配列を含む 2 つの領域
(Frag A 及び B)であると示唆された。 








配列が単離されている。本研究により明らかとなった反復配列(Frag A 及び B)につい
て、脊椎動物で既に単離されている DNA 配列との相同性を BLAST (http://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)を用いて解析した結果、Frag A と相同性のある配列は得
られなかった。一方で、Frag B については、相同性が低いながらも Rana 属において
2 つの類似した配列が確認された。1 つ目はウシガエル(Rana catesbeiana)のαアクチ
ン遺伝子第 1 イントロンに存在し、31 bp の配列が 24 回繰り返されていた(AY986489)。
この配列と Frag B の相同性は 73%であった。2 つ目は、ヒラユビニオイガエル(Rana 
grahami)の bradykinin 前駆体遺伝子の転写開始点上流-2,386 bp から-1,536 bp の位
置に存在しており、同様に 31 bp の配列が 24 回繰り返されていた(GU170813)。この






































図 8 GOT-1 アミノ酸配列の相同性 















      図 9 成体各組織における発現解析 
       成体各組織より RNA を抽出し、発現を調べた。 
        18S rRNA はコントロールとして示している。 










 図 10 コロニーPCR 法による段階的スクリーニングの概略 
 ①GOT-1 の第 3 エクソンを特異的に増幅するプライマーを設計した。 
 ②ゲノム DNA ライブラリーを鋳型とし、PCR を行った。 
   増幅産物はアガロースゲルで電気泳動し、泳動像から GOT-1 遺伝子断片を含む 
  ライブラリーを選別し、LB プレートに培養した。 
   その菌液によりサブライブラリーを作製し、同様の操作を段階的に数回繰り返した。 
 ③最終的にコロニーダイレクト PCR法[46]によりGOT-1遺伝子断片をもつシングル 










   図 11  得られた GOT-1 遺伝子を含むゲノム DNA クローンの模式図 
   実線部は塩基配列決定領域、点線部は塩基配列未決定領域を示している。数字は 









  図 12  得られた GOT-1 遺伝子を含むゲノム DNA 断片の制限酵素処理 
  GOT-1 遺伝子を含むゲノム DNA クローン(Clone A 及び Clone B)を EcoRⅠで 
  処理し、その断片の長さを推定した。 
  左パネル：Clone A、1 Kbp マーカー、100 bp マーカー 














表 1 各エクソン-イントロン境界の塩基配列 





















   図13  FISH法によるGOT-1遺伝子マッピング解析 
   FISH法[54]によるGOT-1遺伝子のマッピングを行った。 
   矢頭の部位に黄色のシグナルが見られる。 
      左：PI (propidium iodide) +FITC(Fluoresceinisothiocyanate) 
      右：DAPI(4',6-diamino-2-phenylindole) 









図14  FISH法によるGOT-1遺伝子近傍配列マッピング解析 






































図16  Frag Aの反復配列 
     Frag Aには41 bpの反復配列が3箇所(A1、A2、A3)にそれぞれ23回、16回、 











  図17  Frag Bの反復配列 
        Frag Aには31 bpの反復配列が29回存在する。 







      図18  FISH法によるFrag A、Frag Bマッピング解析 
(a)DAPI染色したもの 
(b)FragAのマッピング解析 


















第 3 章  
























































させた後、95℃ 30秒、65℃ 30秒、72℃ 1分で40サイクル行った。その後、得られ
た配列を基に5’末端側及び3’末端側未知領域の塩基配列を決定するため、同様にして
RACE法 [14]を行った。5’-RACEにはSP1プライマー (5’-TAGTCAGCAAATGCA 
ATGTC-3’)、SP2プライマー(5’-CCTCTCTGGCATCCTCATGGTT-3’)を用いた。PCR
は、DNAを95℃で4分間変性させた後、95℃ 30秒、65℃ 30秒、72℃ 2分を40サイク
ル行った。3’-RACE法[14]のPCRには、プライマー(5’-TCCAGAAGAAGATCCAGGA 






95℃で4分間変性させた後、95℃ 30秒、65℃ 30秒、72℃ 1分を40サイクル行った。 
 
(4)FISH 法による pseudo CYP17 遺伝子のマッピング解析  
FISH 法[54]は第 2 章 2.(5)と同様の方法で行った。プローブは、pseudo CYP17 遺
伝子を含むゲノム DNA 断片を用いた。 
 
(5)RT-PCR 法による成体各組織における発現解析  
第2章2.(2)と同様の方法によりRT-PCR発現解析を行った。PCRにはCYP17、pseudo 
CYP17及び18S rRNAを特異的に増幅するプライマー(CYP17, Forward  5’-CTGGG 
ATCTTGACTGAAGGAGGAG-3’及びReverse 5’-TTTAGCCACTGTATCCACTATGC 




を用い、DNAを95℃で4分間変性させた後、95℃ 30秒、65℃ 30秒、72℃ 1分をCYP17
は25サイクル、pseudo CYP17は25及び40サイクル、18S rRNAは15サイクル行った。 
 
(6)RT-PCR 法による発生段階における発現解析  





は第3章 2.(5)参照)、(GAPDH , Forward 5’-GAAGTGAAGGCTGACGGAGGA-3’及び
Reverse 5’-CGCCTTGTCATAGCTTTCATGGT-3’)を用い、DNAを95℃で4分間変性さ
せた後、95℃ 30秒、65℃ 30秒、72℃ 1分をCYP17は30サイクル、pseudo CYP17
は30及び40サイクル、GAPDHは25サイクル行った。 
 
(7)CYP17及びpseudo CYP17 プロモーター領域の解析 


















































(4)FISH 法による pseudo CYP17 遺伝子のマッピング解析  
CYP17 遺伝子の染色体上での局在を明らかにするため、pseudo CYP17 遺伝子を含
むゲノム DNA 断片をプローブとして、FISH 法[54]によるマッピング解析を行った。
その結果、pseudo CYP17 遺伝子は第 4 染色体(常染色体)に存在していた(図 24)。既
に、当研究室の研究結果により CYP17 遺伝子は第 9 染色体(常染色体)に存在すること
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が分かっており[37]、CYP17 遺伝子と pseudo CYP17 遺伝子は遺伝子座が異なること
が明らかとなった。 
 
(5)RT-PCR 法による成体各組織における発現解析  
CYP17 及び pseudo CYP17 について、RT-PCR 法により成体各組織における発現
解析を行った。その結果、CYP17 は精巣のみに発現が見られるのに対し、pseudo 
CYP17 は多くの組織で発現が確認された(図 25)。また、pseudo CYP17 は CYP17 と
比較して発現量が極めて尐ないことが分かった。 
 
(6)RT-PCR 法による発生段階における発現解析  
CYP17 及び pseudo CYP17 遺伝子について、RT-PCR 法により発生過程の雌雄生
殖腺における発現解析を行った。その結果、CYP17 は雄生殖腺で強い発現が見られる
のに対し、pseudo CYP17 では発現に雌雄差は見られなかった(図 26)。 
 


















本研究において、CYP17 遺伝子を含むゲノム DNA 断片の単離を試みた結果、ツチ



































図19  2つのCYP17遺伝子構造の模式図 
実線部は塩基配列決定領域、点線部は塩基配列未決定領域を示している。数字は 
  各エクソン番号(1～8)と PCR により推測された各イントロンの長さを示している。 














表 4 各エクソン-イントロン境界の塩基配列 























































図23  2つのCYP17遺伝子構造の模式図 
実線部は塩基配列決定領域、点線部は塩基配列未決定領域を示している。 
pseudo CYP17 の(1)から(7)は、CYP17 の第 1 エクソンから第 7 エクソンに対応す
る部分を示している。pseudo CYP17 は、CYP17 の第 5 エクソン前半に相当する部









      図24  FISH法による2つのCYP17遺伝子のマッピング解析 
      pseudo CYP17遺伝子についてFISH法[54]によるマッピングを行った。 
       矢頭の部位にシグナルが見られる。 
       染色体イデオグラムには、第9染色体におけるCYP17の位置を示している。  
       a、c、e : PI+FITC 










        
        図25  2つのCYP17遺伝子の成体各組織における発現解析 
       成体各組織より RNA を抽出し、発現を調べた。 
    18S rRNA はコントロールとして示している。 
    RT-PCR を CYP17 は 25 サイクル、pseudoCYP17 は 25 及び 40 サイクル、 












          図26  2つのCYP17遺伝子の発生過程における発現解析 
          St.25 3週目からSt.Ⅴの腹部から全RNAを抽出し、発現を調べた。 
         GAPDH はコントロールとして示している。 
         RT-PCR を CYP17 は 30 サイクル、pseudoCYP17 は 30 及び 40 サイクル、 























    図27  2つのCYP17プロモーター領域の転写因子結合予測部位 
  CYP17プロモーター1.5 kbp、pseudo CYP17プロモーター1.1 kbpの塩基配列 
  を決定して、転写因子結合サイトをmotif (http://motif.genome.jp/)により予測 
した。 
  数字は転写開始点の塩基を+1とした各転写因子結合部位の塩基番号を示して 
  いる。 
  FoxL2結合配列(5’-G[T/C][C/A]AA[C/T]-3’) 
  Sox結合配列(5’-[A/T][A/T]CAAA-3’) 
  GATA結合配列(5’-[T/A]GATA[A/G]-3’) 
















































(2)GATA4 cDNA の単離 
ツチガエル GATA4 cDNA の塩基配列を決定するために、既に単離されている
H.sapiens (NM_002052)、M.musculus (NM_008092)、G.gallus (XM_420041)、
D.rerio (DQ886664)、X.laevis (NM_001090629)、 X.tropicalis (NM_001016949)の
GATA4 cDNA の塩基配列を参考にプライマー(Forward 5’-GGCTGGGGGCTACATG 
CAC-3’及び Reverse 5’-TGTTTGGAGCTGGCTTGTGG-3’)を設計し、第 2 章 3.(1)と
同様の方法により部分断片の単離を行った。PCR は、DNA を 95℃で 4 分間変性させ
た後、95℃ 30 秒、65℃ 30 秒、72℃ 1 分で 35 サイクル行った。その後、得られた





65℃ 30秒、72℃ 2分を35サイクル行った。 
3’-RACE法[14]のPCRには、プライマー(5’-CAAGGCACCCAAACATAGAGTTTT 




(3)Real-time RT-PCR 法による発生過程の生殖腺における発現解析 
各発生段階のツチガエル幼生を第 1 章 3.(4)の手法により雌雄を判定し、腹部を雌雄
それぞれ 4 個体ずつサンプリングし、第 2 章 2.(1)と同様にして RNA 抽出、DNase
Ⅰ処理、逆転写反応を行った。逆転写反応には oligo dT プライマーを用いた。合成さ
れた cDNA を用いて、Real-time PCR 発現解析[33]を行った。Real-time PCR には
LightCycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR GreenⅠ(Roche Diagnostics)を用
い、プライマー(Forward 5’-GATTTGGGATCCAATCAAGAGAAC-3’及び Reverse 5’- 






ライマー(Forward 5’-TGTTTGGAGCTGGCTTGTGG-3’及びReverse 5’-TCTAGACT 
CGAGCACGCTAACACCAGGTTATTCC-3’)を用いて、DNAを95℃ 4 分間変性させ












PCRには、プライマー(Forward 5’-AAATGGGCGGTAGGCGTGT-3’及びReverse 5’-G 
CGTAGAATCGAGACCGAGGAG-3’)を用い、菌を95℃で9分間変性させた後、95℃ 
30秒、65℃ 30秒、72℃ 2分を35サイクル行った。増幅産物は1% アガロースゲルを
用いて電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色した。目的のDNA断片を含むクロー
ンはアンピシリン 100μg/mlを含むLB培地で一晩培養し、Wizard(R) PlusMidipreps 




























[33]を用いた。培養には25 cm2 フラスコを用い、培地には50% L-15 medium (pH 7.6, 

















えて調整をした。トランスフェクション48時間後、Dual-Luciferase Reporter Assay 




































が判明しているSF-1 (AB017352)[16]、FoxL2 (AB372103)[32]、Sox3 (AB295441)[33]、
Sox9α(AB035887)、AR (AB372212)[61]、GATA4、及び性分化に重要な役割を担う














 CYP17 ゲノム DNA 断片を用いた解析から、CYP17 遺伝子プロモーター領域 4,097 
bp の塩基配列を決定した。そこで、生殖腺の分化に関わる転写調節因子に注目し、プ
ロモーター領域内での結合配列の存在を調べた。この結果、CYP17 プロモーター領域
にはステロイド合成酵素遺伝子の発現に深く関わる SF-1 結合配列が 1 箇所、GATA
結合配列が 4 箇所、FoxL2 結合配列が 6 箇所、AR 結合配列が 2 箇所、Sox 結合配列

















単離した GATA4 遺伝子の他にも、同じ結合配列をもつ GATA6 が性分化関連遺伝子に
































図29  AR発現ベクターを用いたルシフェラーゼアッセイ法の概略 
 図28と同様の方法によりルシフェラーゼアッセイを行った。変更点として、 
   AR はステロイドと結合して転写因子の機能を発揮するため、トランスフェク 
     ション 24 時間後にステロイドを加え、さらにその 24 時間後、ルシフェラーゼ 















5α-DHT : 5α-dihydrotestosterone 
AD : androstenedione 
TP : testosterone propionate 












図31  CYP17プロモーター領域の模式図 
  CYP17プロモーター4,097 bpの塩基配列を決定して、転写因子結合サイトを 
   motif (http://motif.genome.jp/)により予測した。 
  数字は転写開始点の塩基を+1とした各転写因子結合部位の塩基番号を示して 
  いる。+428は翻訳開始点である。 
   FoxL2結合配列(5’-G[T/C][C/A]AA[C/T]-3’) 
  Sox結合配列(5’-[A/T][A/T]CAAA-3’) 
  GATA結合配列(5’-[T/A]GATA[A/G]-3’) 
  AR結合配列(5’-TGTTCT-3’) 











 図32  GATA4アミノ酸配列の相同性比較 
 GATA4アミノ酸配列についてH.sapiens (NM_002052)、M.musculus (NM_008092)、




























図34  CYP17プロモーターと各転写因子の相互作用の解析 
CYP17 レポーターベクター 500 ng と各発現ベクター 100 ng を A6 細胞にト
ランスフェクションし、ルシフェラーゼアッセイを行った。ポジティブコント
ロールとして、ナイルティラピア CYP19 レポーターベクター 500 ng と SF-1
発現ベクター 100 ng を用いた[58]。 













図35  CYP17プロモーターとARの相互作用の解析 
CYP17 レポーターベクター 500 ng と AR 発現ベクター 100 ng を A6 細胞に
トランスフェクションし、ルシフェラーゼアッセイを行った。ポジティブコン
トロールとして、mini プロモーター上流に AR 結合配列を組み込んだルシフェ
ラーゼレポーターベクター 500 ng を用いた。 



























 1 つ目は、GOT-1 遺伝子近傍に存在する反復配列(Frag A 及び B)によるシグナルパ
ターンを検出したことである。 
  Frag A ではシグナルは全ての常染色体末端に見られ、Frag B ではシグナルは全て
の常染色体とZ性染色体末端、及びW性染色体の長腕動原体付近と末端に確認された。
FragA 及び Frag B のシグナルは、全ての常染色体末端に見られたことから、これら
の反復配列に類似した配列が全ての常染色体末端に存在していると考えられる。染色
体のテロメアには特徴的な反復配列が多く存在し、物理的・遺伝的な安定性を保つ役
割を担っていることが知られている。本研究により明らかとなった Frag A 及び Frag 
B のような反復配列が、染色体の保護や安定性に何らかの役割を担っているのかもし
れない。 








では短腕と Sox3 遺伝子下流で、関東集団では AR-Sox3 遺伝子間で逆位が起きたと考






2 つ目は、CYP17 遺伝子の解析により、ツチガエルにおける CYP17 機能遺伝子と
偽遺伝子の存在を明らかにしたことである。 
CYP17 遺伝子の配列・構造、発現の比較により、pseudo CYP17 は単一のエクソン
であること、CYP17 と pseudo CYP17 の相同性は CYP17 の翻訳部分で非常に良く
保存されていること、また pseudo CYP17 の発現量が極めて尐ないことが分かった。
この結果から pseudo CYP17 は CYP17 mRNA 由来であると考えるに至った。正常な





遺伝子の 5'端の A-rich 配列において突出末端を生じる切断が生じ、この A-rich 突出
末端と cDNA 5'端の oligo dT 配列が二本鎖を形成する。その後、相補鎖の合成が起こ
り、ゲノム DNA 上に挿入される。遺伝子の 3'端の T-rich 配列において同様の切断が
生じた場合、この T-rich 突出末端と mRNA のポリ A 配列が二本鎖を形成することが
できる。その後 mRNA は DNA に置き換えられ、修復と結合によりプロセス型偽遺伝
子の挿入が完了する。pseudo CYP17 は、この仮説と同様の方法により、第 9 染色体
上の CYP17 遺伝子から転写された mRNA、若しくは mRNA が逆転写された cDNA


























a: Z 及び W 染色体でキアズマの起きる回数を示している[24]。この結果から、 
 Z 染色体の短腕末端と W 染色体長腕末端は相同性が高いと示唆された。 
b:遺伝子マッピング解析よる Z 及び W 染色体上の共通遺伝子(AR、SF-1、Sox3) 
  の位置を示している[54]。この結果から、西日本集団(Z 染色体由来)では、短 
  腕と Sox3 遺伝子下流で逆位が起き、関東集団(W 染色体由来)では短腕と AR -  
  Sox3 遺伝子間で逆位が起きたと示唆された。 











図37  プロセス型偽遺伝子の発生過程の模式図 
a:Vanin[56]によるプロセス型偽遺伝子の発生過程のモデルである。 
  まず、遺伝子の5'端のA-rich配列において突出末端を生じる切断が生じ、この 
   A-rich突出末端とcDNA5'端のoligo dT 配列が二本鎖を形成する。その後、相 
   補鎖の合成が起こり、ゲノムDNA上に挿入される。遺伝子の3'端のT-rich配列 
   において同様な切断が生じた場合、このT-rich突出末端とmRNAのポリA配列 
   が二本鎖を形成することができる。その後mRNAはDNAに置き換えられ、修 
   復と結合によりプロセス型偽遺伝子の挿入が完了する。 
 b: pseudo CYP17遺伝子の発生過程のモデルを示した。 
   pseudo CYP17は第9染色体上のCYP17遺伝子から転写されたmRNA、若しく 
   はmRNAが逆転写されたcDNAが、第4染色体に挿入されて生じたプロセス型  
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